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KOMMISSIONEN

KOMMISSIONENS BESLUTNING
af 12. august 2002

om gennemforelsesbestemmelser til Ridets direktiv 96/23/EF for si vidt angdr analysemetoders
ydeevne og fortolkning af resultater

(meddelt under nummer K(2002) 3044)

(E@S-relevant tekst)

(2002/657 [EF)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europaiske
Fazllesskab,

under henvisning til Radets direktiv 96/23/EF af 29. april 1996
om de kontrolforanstaltninger, der skal iverkszattes for visse
stoffer og restkoncentrationer heraf i levende dyr og produkter
heraf, og om ophavelse af direktiv 85/358/EQF og 86/469/
EQF og beslutning 89/187/EQF og 91/664[EDF ('), sarlig
artikel 15, stk. 1, andet afsnit, og

ud fra folgende betragtninger:
animalske

(1)  Forekomsten af restkoncentrationer i
produkter er af betydning for folkesundheden.

(2)  Ifelge Kommissionens beslutning 98/179/EF af 23.
februar 1998 om narmere bestemmelser for officiel
proveudtagning til kontrol af visse stoffer og restkoncen-
trationer heraf i levende dyr og produkter heraf () ma
analysen af proverne kun foretages af laboratorier, som
den kompetente nationale myndighed har godkendt til
officiel kontrol af restkoncentrationer.

(3)  Det er nodvendigt at sikre kvaliteten og sammenlignelig-
heden af analyseresultaterne fra laboratorier, der er
godkendt til officiel kontrol af restkoncentrationer. Dette
ber opnds ved at anvende kvalitetssikringssystemer og
navnlig ved at anvende metoder, der er valideret i over-
ensstemmelse med falles procedurer og kriterier for
metodernes ydeevne, og ved at sikre sporbarhed til felles
standarder eller standarder, der er almindelig enighed
om.

(4)  Ifolge Radets direktiv 93/99/EQF af 29. oktober 1993
om supplerende bestemmelser vedrerende offentlig

() EFT L 125 af 23.5.1996, s. 10.
() EFTL 65 af 5.3.1998, s. 31.

kontrol med levnedsmidler (*) og beslutning 98/179/EF
skal officielle laboratorier fra januar 2002 akkrediteres i
henhold til ISO 17025 (1). Ifelge beslutning 98/179/EF
skal godkendte laboratorier deltage i en ekstern, interna-
tionalt anerkendt ordning for kvalitetsstyringsbedem-
melse og akkreditering. Godkendte laboratorier skal
endvidere bevise deres kompetence ved regelmassigt og
med godt resultat at deltage i praestationsprevninger, der
er anerkendt eller tilrettelagt af de nationale laboratorier
eller EF-referencelaboratorierne.

(5)  Et net af EF-referencelaboratorier, nationale referencela-
boratorier og nationale kontrollaboratorier er oprettet i
henhold til direktiv 96/23/EF for at styrke koordine-
ringen mellem laboratorierne.

(6)  Udviklingen inden for analytisk kemi, siden direktiv 96/
23[EF blev vedtaget, har overflediggjort begrebet rutine-
metoder og referencemetoder og erstattet det med en
indfaldsvinkel, hvor der fastsattes kriterier for meto-
dernes ydeevne og procedurer vedrerende validering af
screenings- og verifikationsmetoder.

(7)  Det er nedvendigt at fastleegge felles krav til fortolkning
af provningsresultater fra officielle kontrollaboratorier
for at sikre en harmoniseret gennemforelse af direktiv
96/23EF.

(8)  Det er ngdvendigt at fastleegge en procedure for gradvis
fastsaettelse af minimumsgrenserne for analysemetoders
ydeevne (MRPL) for stoffer, som der ikke er fastsat noget
tilladt niveau for, navnlig de stoffer, som der ikke er givet
tilladelse til at anvende, eller som udtrykkeligt er forbudt
i Fellesskabet, for at sikre en harmoniseret gennem-
forelse af direktiv 96/23EF.

(*) EFT L 290 af 24.11.1993, 5. 14.
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(99  Kommissionens beslutning 90/515/EQF af 26. september
1990 om fastszttelse af referencemetoderne til underse-
gelse for restkoncentrationer af tungmetaller og arsen ('),
Kommissionens beslutning 93/256/EQF af 14. april
1993 om metoderne til pavisning af restkoncentrationer
af stoffer med hormonal virkning og stoffer med tyreo-
statisk virkning () og Kommissionens beslutning 93/
257[EQ@F af 15. april 1993 om fastsattelse af reference-
metoderne og fortegnelsen over nationale referencelabo-
ratorier til pavisning af restkoncentrationer (), senest
@ndret ved beslutning 98/536/EF (*), er blevet taget op
til fornyet overvejelse for at tage hensyn til udviklingen i
den videnskabelige og tekniske viden; man har konsta-
teret, at deres anvendelsesomrdde og bestemmelser ikke
leengere er up to date, og de ber derfor ophaves ved
naerverende beslutning.

(10)  For at metoderne til analyse af officielle prover kan
tilpasses denne beslutning, ber der fastsettes en over-
gangsperiode.

(11)  De i denne beslutning fastsatte foranstaltninger er i over-
ensstemmelse med udtalelse fra Den Stdende Komité for
Fodevarekaden og Dyresundhed —

VEDTAGET FOLGENDE BESLUTNING:

Artikel 1
Formadl og anvendelsesomride

[ denne beslutning fastsattes bestemmelser om de analyseme-
toder, der skal anvendes ved analyse af officielle prover, der
udtages i henhold til artikel 15, stk. 1, andet punktum, i direktiv
96/23[EF, og der fastsettes falles krav til fortolkning af de offi-
cielle kontrollaboratoriers analyseresultater af sdidanne prover.

Denne beslutning galder ikke for stoffer, som der er fastsat
narmere bestemmelser for i andre EF-forskrifter.

Artikel 2
Definitioner

Ved anvendelsen af denne beslutning galder definitionerne i
direktiv 96/23EF og i bilaget til denne beslutning.

Artikel 3
Analysemetoder

Medlemsstaterne sikrer, at officielle prever, der udtages i
henhold til direktiv 96/23EF, analyseres med metoder, der

a) er beskrevet i prevningsvejledninger, helst ifelge ISO 78-2

(6)
b) overholder del 2 i bilaget

c) er blevet valideret i overensstemmelse med de procedurer,
der er beskrevet i del 3 i bilaget

1

(") EFT L 286 af 18.10.1990, s. 33.
() EFTL 118 af 14.5.1993, s. 64.
(’) EFT L 118 af 14.5.1993, s. 75.
() EFTL 251 af 11.9.1998, s. 39.

4

d) overholder de relevante minimumsgrenser for metodens
ydeevne (MPRL), der fastsattes i henhold til artikel 4.

Artikel 4
Minimumsgranser for metodens ydeevne

Denne beslutning tages op til revision med henblik pd en
gradvis fastsettelse af de minimumsgranser for analysemeto-
ders ydeevne (MRPL), der skal anvendes for stoffer, der ikke er
fastsat noget tilladt niveau for.

Artikel 5
Kvalitetskontrol

Medlemsstaterne sikrer kvaliteten af resultaterne af analysen af
prover, der er udtaget i henhold til direktiv 96/23/EF, navnlig
ved at overvage provninger ogfeller kalibreringsresultater i
overensstemmelse med kapitel 5.9 1 ISO 17025 (1).

Artikel 6
Fortolkning af resultater

1. Resultatet af en analyse anses for ikke at overholde
kravene (ikke-overensstemmende), hvis verifikationsmetodens
beslutningsgranse for analysanden er overskredet.

2. Hyis der er fastsat et tilladt niveau for et givet stof, udger
beslutningsgraensen den koncentration, for hvilken det med en
statistisk sikkerhed pad 1 -a kan afgeres, at greensen reelt er
overskredet.

3. Hvis der ikke er fastsat et tilladt niveau for et givet stof,
udger beslutningsgrensen den laveste koncentration, for
hvilken en metode med en statistisk sikkerhed pd 1 -a kan
fastsld, at den pageeldende analysand forekommer.

4. For stoffer tilherende gruppe A i bilag I til direktiv 96/23/
EF ma a-fejlen hejst udgere 1 %. For alle andre stoffer ma a-
fejlen hejst udgere 5 %.

Artikel 7
Ophevelse

Beslutning 90/515/EQF, 93/256/EQDF og 93/257 [EQF opheves.

Artikel 8
Overgangsbestemmelser

For stoffer tilherende gruppe A i bilag I til direktiv 96/23/EF
kan metoder til analyse af officielle prever, som opfylder
kravene i beslutning 90/515/EQF, 93/256/EQF og 93/257 [EQF,
dog anvendes i to ar efter, at narvarende beslutning er tradt i
kraft. Metoder, der for gjeblikket anvendes for stoffer tilhgrende
gruppe B i bilag I til direktiv 96/23/EF, skal vare i overensstem-
melse med nervaerende beslutning senest fem ar efter den dato,
hvorfra denne beslutning anvendes.
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Artikel 9
Anvendelsesdato

Denne beslutning anvendes fra 1. september 2002.

Artikel 10
Adressater

Denne beslutning er rettet til medlemsstaterne.

Udferdiget i Bruxelles, den 12. august 2002.

Pd Kommissionens vegne
David BYRNE

Medlem af Kommissionen
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BILAG

KRITERIER FOR METODERS YDEEVNE OG ANDRE KRAV TIL SAMT PROCEDURER FOR ANALYSEME-

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

TODER

1. DEFINITIONER

Ved »ngjagtighed« forstds graden af overensstemmelse mellem et prevningsresultat og den accepterede reference-
vardi (2). Den bestemmes ved at bestemme korrekthed og precision.

Ved »alfa (a)-fejl« forstds sandsynligheden for, at den analyserede preve er i overensstemmelse med kravene, selv om
der er fremkommet en ikke-overensstemmende madling (vfalsk ikke-overensstemmende beslutninge).

Ved »analysand« forstds det stof, der skal pévises, identificeres og/eller kvantificeres, samt derivater heraf, der opstir
under analysen.

Ved »beta (B)-fejl« forstds sandsynligheden for, at den analyserede prove reelt ikke er i overensstemmelse med
kravene, selv. om der er fremkommet en overensstemmende maling (vfalsk overensstemmende beslutning«).

Ved »systematisk fejl« forstds forskellen mellem forventningen til provningsresultatet og en accepteret reference-
veerdi (2).

Ved »kalibreringsstandard« forstds méleudstyr, der repraesenterer meengden af det pagaldende stof pa en méde, der
binder dets vardi til et referencegrundlag.

Ved »certificeret referencemateriale (CRM)« forstds et materiale, der har fiet tillagt et specificeret indhold af
analysand.

Ved »co-chromatografi« forstds en metode, hvor ekstraktet inden chromatografi deles i to dele. Den ene del
chromatograferes uden videre. Den anden del blandes med den standardanalysand, der skal males. S& chromatogra-
feres blandingen. Mangden af tilsat standardanalysand skal svare til den skennede mangde analysand i ekstraktet.
Metoden tager sigte pa at forbedre identifikationen af en analysand, ndr man anvender chromatografiske metoder,
navnlig hvis der ikke kan anvendes nogen egnet intern standard.

Ved »metodeafprevning« forstds en analyse af den samme prove med samme metode med henblik pd at bestemme
karakteristika for metodens ydeevne. Provningen omfatter savel tilfeldige malefejl som systematiske laboratoriefejl.

. Ved »verifikationsmetode« forstds metoder, der giver fuldsteendig eller supplerende information, si stoffet kan

identificeres entydigt og om nedvendigt kvantificeres pa det relevante niveau.

. Ved »beslutningsgranse (CCa)« forstds en greense, hvorfra det kan konkluderes med en fejlsandsynlighed pa «, at en

prove ikke er i overensstemmelse med kravene.

. Ved »detektionsevne (CCR)« forstds det mindste indhold af stoffet, som kan pavises, identificeres og/eller bestemmes

kvantitativt i en preve med en fejlsandsynlighed pé £. Nér det drejer sig om stoffer, der ikke er fastsat et tilladt
niveau for, udger detektionsevnen den laveste koncentration, for hvilken en metode kan pévise reelt forurenede
prover med en statistisk sikkerhed pd 1 — 8. Nér det drejer sig om stoffer, som der er fastsat et tilladt niveau for,
udger detektionsevnen den koncentration, for hvilken metoden kan pévise koncentrationer pa det tilladte niveau
med en statistisk sikkerhed pad 1 - 8.

. Ved »provemateriale med tilsetning (af analysand)« forstds en preve, hvortil der er tilsat en kendt maengde af den

analysand, der skal pévises.

. Ved »laboratoriesammenligning« forstas tilrettelaeggelse, udferelse og evaluering af analyser af den samme prove

foretaget af to eller flere laboratorier i overensstemmelse med forud fastsatte betingelser med henblik pa at
bestemme analysernes ydeevne. Afhangigt af formalet kan den klassificeres som metodeafpravning eller prastati-
onsprgvning.

. Ved »intern standard (IS)« forstds et stof, der ikke er indeholdt i preven, og som har fysiske-kemiske egenskaber, der

i sd hej grad som muligt svarer til egenskaberne hos den analysand, der skal identificeres, og den tilsettes alle
prover og alle kalibreringsstandarder.

. Ved »laboratorieprove« forstds en prove, der er tilberedt med henblik pa at blive sendt til laboratoriet for at blive

kontrolleret eller undersagt.

. Ved »det relevante niveau« forstds den koncentration af stof eller analysand i en prove, der er af betydning for at

bestemme, om lovgivningen overholdes.

. Ved »minimumsgranse for metodens ydeevne (MRPL)« forstds mindsteindholdet af en analysand i en preve, som

skal pévises og verificeres. Den har til formal at harmonisere metodernes analyseydeevne for de stoffer, der ikke er
fastsat noget tilladt niveau for.



L 221/12

De Europeiske Fallesskabers Tidende

17.8.2002

1.20.

1.21.

1.22.

1.23.

1.24.

1.25.

1.26.

1.27.

1.28.

. Ved »karakteristika for metodens ydeevne« forstds den funktionelle kvalitet, der kan tilskrives en analysemetode. Det

kan feks. veere specificitet, nejagtighed, korrekthed, precision, repeterbarhed, reproducerbarhed, genfindelse,
detektionsevne og robusthed.

Ved »kriterier for metodens ydeevne« forstds krav til karakteristika for metodens ydeevne, ifelge hvilket det kan
konkluderes, at analysemetoden er egnet til formalet og genererer pélidelige resultater.

Ved »tilladt niveau« forstds maksimalgraenseverdi for restkoncentrationer, graeenseveerdi eller anden maksimumstole-
rance for stoffer, som er fastsat andre steder i EF-forskrifterne.

Ved »pracision« forstds graden af overensstemmelse mellem uafhengige prevningsresultater fremkommet under
forud fastsatte betingelser. Mélingen af pracisionen udtrykkes normalt som manglende pracision og beregnes
normalt som en standardafvigelse fra prevningsresultatet. Mindre pracision bestemmes ved en storre standardafvi-
gelse (2).

Ved »praestationsprevning« forstds en analyse af den samme preve, hvor laboratorierne selv kan valge metoder,
forudsat at metoderne anvendes under rutinebetingelser. Provningen skal gennemfores i overensstemmelse med
ISO-vejledning 43-1 (3) og 43-2 (4) og kan anvendes til at vurdere metodernes reproducerbarhed.

Ved »kvalitativ metode« forstds en analysemetode, der identificerer et stof pd grundlag af dets kemiske, biologiske
eller fysiske egenskaber.

Ved »kvantitativ metode« forstds en analysemetode, der bestemmer mangden eller massefraktionen af et stof, sa det
kan udtrykkes som en numerisk verdi i relevante enheder.

Ved »bestemmelse af reagensblind« forstds en komplet analyse foretaget uden analyseproven eller med anvendelse af
en tilsvarende mangde egnet oplesningsmiddel i stedet for analyseproven.

Ved »genfindelse« forstds andelen af den korrekte koncentration i et stof, der er genfundet under analyseproceduren.
Den bestemmes under valideringen, hvis der ikke er noget certificeret referencemateriale til radighed.

Ved »referencemateriale« forstds et materiale, hvoraf en eller flere egenskaber er blevet verificeret ved hjalp af en
valideret metode, saledes at det kan anvendes til kalibrering af et apparat eller efterprovning af en mdlemetode.

. Ved »repeterbarhed« forstds pracision under repeterbarhedsbetingelser (2).

. Ved »repeterbarhedsbetingelser« forstds betingelser, hvor der opnas uafhangige prevningsresultater med den samme

metode pa identiske prevningsemner pd det samme laboratorium af den samme person med det samme udstyr (2).

. Ved »reproducerbarhed« forstds pracision under reproducerbarhedsbetingelser (2) (4).

. Ved »reproducerbarhedsbetingelser« forstds betingelser, hvor der opnds uafhangige prevningsresultater med den

samme metode pd identiske prevningsemner pa forskellige laboratorier af forskellige personer med forskelligt
udstyr (2)(4).

. Ved »robusthed« forstds en analysemetodes folsomhed over for @ndringer af forsegsbetingelserne, som kan

udtrykkes som en liste over prevematerialer, analysander, opbevaringsbetingelser, miljebetingelser og/eller prove-
forbehandlingsbetingelser, der ikke hindrer, at metoden kan anvendes som foreskrevet eller med naermere angivne
mindre tilpasninger. For alle forsegsbetingelser, som kan variere i praksis (f.eks. reagensernes stabilitet, provens
sammensatning, pH, temperatur), ber alle udsving, som kan pavirke analyseresultaterne, angives.

. Ved »blindprevebestemmelse« forstas en komplet analyse af en analysepreve, der er undtaget af en preove, som ikke

indeholder analysand.

. Ved »screeningsmetode« forstds metoder, der anvendes til at pavise tilstedeverelsen af et stof eller en klasse af stoffer

pa det relevante niveau. Disse metoder har en hej produktivitet og anvendes til at undersoge store mangder prover
for eventuelle ikke-overensstemmende resultater. De skal isar forhindre falsk overensstemmende resultater.

. Ved »enkelt-laboratorieundersogelse (validering pa ét laboratorium)« forstds en analyseprevning, der kun inddrager

ét laboratorium, ved anvendelse af én metode til at analyse samme eller forskellige prevningsmaterialer under
forskellige betingelser over tidsintervaller med en langde, der begrundes.

. Ved »specificitet« forstds en metodes evne til at skelne mellem den analysand, der males, og andre stoffer. Denne

egenskab afhenger forst og fremmest af den beskrevne maleteknik, men kan variere alt efter forbindelse eller
matrix.
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1.40.

1.41.

1.42.

1.43.

1.44.

1.45.

1.46.

. Ved »standardaddition« forstds en procedure, hvor den klargjorte prave deles i to (eller flere) analyseprover. Den ene

analyseprove analyseres uden videre, og der tilsettes kendte mangder af standardanalysanden til de ovrige
analyseprover inden analysen. Mangden af tilsat standardanalysand skal vare to til fem gange storre end den
skennede mangde analysand i preven. Denne procedure tager sigte pd at bestemme indholdet af en analysand i en
prove under hensyntagen til genfindelsen ved analysen.

. Ved »standardanalysand« forstds en analysand med kendt og certificeret indhold og renhed, der anvendes som

referencemateriale i analysen.
Ved »stofc forstds et stof af sarlig eller bestemt kemisk sammensetning og dets metabolitter.

Ved »analyseprgve« forstds den mengde stof, der udtages af den klargjorte prove, og som analyseres eller
observeres.

Ved »klargjort preve« forstds en prove, der tilberedes pd grundlag af laboratoriepreven, og hvoraf der udtages
analyseprover.

Ved »korrekthed« forstds graden af overensstemmelse mellem den gennemsnitsveerdi, der er fremkommet ved en
lang raekke prevningsresultater, og en accepteret referenceveerdi. Korrekthed udtrykkes normalt som systematisk fejl

().
Ved »enheder« forstds de enheder, der er beskrevet i ISO 31 (20) og i direktiv 71/354/E@F (19).

Ved »validering« forsts verifikation — ved hjeelp af undersogelse og tilvejebringelse af faktiske kendsgerninger —
af, at de sarlige krav til et specifikt anvendelsesformal er opfyldt (1).

Ved »intern reproducerbarhed« forstds pracision opndet pd samme laboratorium under forud fastsatte betingelser

(f.eks. vedrerende metode, provningsmaterialer, personer og miljgforhold) over tidsintervaller med en laengde, der
begrundes.

2. KRITERIER FOR METODENS YDEEVNE OG ANDRE KRAV TIL ANALYSEMETODER

Andre analysemetoder eller kombinationer af metoder end dem, der beskrives i det folgende, md kun anvendes til
screening eller verifikation, hvis det kan godtgeres, at de opfylder de relevante krav i denne beslutning.

2.1. GENERELLE KRAV

Handtering af prever
Prover udtages, hdndteres og tilberedes siledes, at der er storst mulig chance for at pévise stoffet. Der skal vere

procedurer for prevehindtering, der hindrer muligheden for kontaminering ved et uheld eller for tab af
analysander.

Provningers ydeevne

2.1.2.1. Genfindelse

Genfindelsen under proveanalysen bestemmes i hver batch af prever, hvis der anvendes en fast genfindelseskor-
rektionsfaktor. Hvis genfindelsen ligger inden for den givne granse, kan den faste korrektionsfaktor anvendes. 1
modsat fald anvendes genfindelsesfaktoren for den specifikke batch, medmindre den specifikke genfindelsesfaktor
for analysanden i preven skal anvendes. I sa fald anvendes proceduren med standardaddition (jf. punkt 3.5) eller
en intern standard til den kvantitative bestemmelse af en analysand i en prove.

2.1.2.2. Specificitet

En metode skal kunne skelne mellem analysanden og de ovrige stoffer under forsegsbetingelserne. Der skal
foreligge et sken over, i hvilket omfang dette er muligt. Der skal anvendes strategier til imodegdelse af eventuel
interferens med stoffer, ndr den beskrevne médlemetode anvendes, f.eks. det pagaldende reststofs homologe og
analoge stoffer samt metabolitter. Det er af storste betydning, at interferens fra matrixkomponenter undersages.

2.2. SCREENINGSMETODER

Analyseteknikker ma kun anvendes til screening i overensstemmelse med direktiv 96/23/EF, hvis det kan godtgeres pd en
dokumenteret, sporbar méde, at de er validerede og har en falsk overensstemmende andel pd <5 % (B-fejl) pa det
relevante niveau. Hvis der er mistanke om et ikke-overensstemmende resultat, skal resultatet verificeres ved en verifikati-
onsmetode.
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2.3. VERIFIKATIONSMETODER FOR ORGANISKE RESTKONCENTRATIONER OG KONTAMINANTER

Verifikationsmetoder for organiske restkoncentrationer og kontaminanter skal sd vidt muligt give information om
analysandens kemiske struktur. Metoder, der udelukkende er baseret pd chromatografisk analyse uden anvendelse af
spektrometrisk detektion, er derfor ikke i sig selv egnede som verifikationsmetode. Hvis en enkelt teknik mangler
tilstreekkelig specificitet, skal den enskede specificitet imidlertid opnds ved hjalp af analysemetoder, der bestar af egnede
kombinationer af oprensning, chromatografisk separation og spektrometrisk detektion.

Folgende metoder eller kombinationer af metoder anses for at kunne anvendes til identifikation af organiske restkoncen-
trationer og kontaminanter for de angivne grupper af stoffer:

Tabel 1

Egnede verifikationsmetoder for organiske restkoncentrationer og kontaminanter

. . Stoffer i bilag I il .
Maleteknik d::ekeévl 9272% /1;113 Begransninger

LC eller GC med massespek- | Gruppe A og B Kun efter en online- eller en offline-chromatografisk separation

trometri Kun hvis der anvendes full scan-teknikker eller anvendes mindst
3 (gruppe B) eller 4 (gruppe A) identifikationspoint for teknikker,
der ikke registrerer full scan-spektre

LC eller GC med IR-spektro- | Gruppe A og B Specifikke krav til IR-spektrometriabsorption skal opfyldes

metri

LC-full-scan DAD Gruppe B Specifikke krav til UV-spektrometriabsorption skal opfyldes

LC-fluorescens Gruppe B Kun for molekyler med naturlig fluorescens og for molekyler
med fluorescens, der skyldes enten transformering eller derivatise-
ring

2-D TLC — full-scan UV|VIS | Gruppe B Det er obligatorisk at anvende todimensional HPTLC og co-
chromatografi

GC-elektroncapturedetektion | Gruppe B Kun hvis der anvendes to kolonner med forskellig polaritet

LC-immunogram Gruppe B Kun hvis der anvendes mindst to forskellige chromatografiske
systemer eller yderligere en uafthaengig detektionsmetode

LC-UV/|VIS (én belgelengde) | Gruppe B Kun hvis der anvendes mindst to forskellige chromatografiske
systemer eller yderligere en uafhangig detektionsmetode

2.3.1. Felles kriterier for metodens ydeevne og andre krav

Verifikationsmetoder skal give information om analysandens kemiske struktur. Hvis mere end en forbindelse
giver samme reaktion, kan metoden ikke skelne mellem disse forbindelser. Metoder, der udelukkende er baseret
pa chromatografisk analyse uden anvendelse af spektrometrisk detektion, er ikke i sig selv egnede som verifikati-
onsmetode.

I begyndelsen af ekstraktionen tilsattes analyseproven en egnet intern standard, hvis en sddan anvendes ifolge
metoden. Afhangigt af hvad der er til rddighed, anvendes der enten isotopmeerkede varianter af analysanden,
som er sarligt egnede til massespektrometrisk detektion, eller forbindelser, der strukturelt ligger tet pa analy-
sanden.

Hvis der ikke kan anvendes en egnet intern standard, verificeres identifikationen af analysanden ved co-chromato-
grafi. 1 sd fald md der kun fremkomme én top, og foregelsen af tophejden (eller arealet) er lig med mangden af
tilsat analysand. I forbindelse med gaschromatografi (GC) eller veeskechromatografi (LC) skal bredden i halv hejde
vare inden for omradet af 90 til 110 % af den oprindelige bredde, og retentionstiderne skal veere identiske inden
for en margen pa 5 %. I forbindelse med tyndtlagschromatografi-metoder (TLC) md kun den plet, der antages at
tilhore analysanden, blive kraftigere; der ma ikke fremkomme en ny plet, og udseendet méd ikke andres.
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Referencemateriale eller materialer med tilsetning af analysand pd eller ner ved det tilladte niveau eller
beslutningsgransen (ikke-overensstemmende kontrolpreve) samt overensstemmende kontrolmaterialer og
reagensblindprover ber s vidt muligt gennemgé hele proceduren samtidig med hver enkelt batch af klargjorte
prover, der analyseres. Folgende rakkefolge for indsprejtning af ekstrakterne i analyseapparatet anvendes:
reagensblindprove, overensstemmende kontrolpreve, prove(r), der skal verificeres, igen overensstemmende
kontrolpreve og endelig ikke-overensstemmende kontrolpreve. Hvis der afviges fra denne rakkefolge, skal det

begrundes.

2.3.2.  Supplerende kriterier for metodens ydeevne og andre krav til kvantitative analysemetoder

2.3.2.1. Kvantitative metoders korrekthed

Ved gentagne analyser af et certificeret referencemateriale er de vejledende intervaller for den ved forseg bestemte
gennemsnitlige massefraktions afvigelse korrigeret for genfindelse fra den certificerede verdi, som folger:

Tabel 2

Kvantitative metoders minimumskorrekthed

Massefraktion Interval
<1 pglkg -50tl+20%
>1-10 pgfkg -30tl+10%
> 10 pg/kg -20tl+10%

Hvis der ikke er sdidanne CRM til radighed, kan det accepteres, at mdlingernes korrekthed vurderes ved hjelp af
genfindelse af tilsatte kendte mangder af analysanden/analysanderne til matrixblindpreven. Data efter korrektion
med den gennemsnitlige genfindelse kan kun accepteres, hvis de falder inden for intervallerne i tabel 2.

2.3.2.2. Kvantitative metoders precision

Den sammenlignende variationskoefficient (CV) mellem laboratorier for gentagne analyser af et referencemate-
riale eller materiale med tilsaetning af analysand ma under reproducerbarhedsbetingelser ikke overstige det niveau,

der er beregnet efter Horwitz-ligningen:

CV = 2(1-0,5 log C)

hvor C er massefraktionen udtrykt som en potens af 10 (f.eks. 1 mg/g=107). Se eksempler i tabel 3.

Tabel 3
Eksempler pd reproducerbarheds-CV for kvantitative metoder ved bestemte massefraktioner af analy-
sand
Massefraktion Reproducii/b)arheds—CV
1 pglkg )
10 pglkg *)
100 pgfkg 23
1000 pgfkg (1 mgfkg) 16

(*) For massefraktioner lavere end 100 pg/kg giver Horwitz-ligningen uacceptabelt hoje vaerdier. Derfor skal CV for koncentrati-

oner lavere end 100 pglkg vare si lav som muligt.

For analyser, der gennemfores under repeterbarhedsbetingelser, udger den interne CV typisk mellem halvdelen og
to tredjedele af ovennavnte vaerdier. For analyser, der gennemferes under interne reproducerbarhedsbetingelser,
md den interne laboratorie-CV ikke vere storre end reproducerbarheds-CV'en.

For stoffer, der er fastsat et tilladt niveau for, skal metoden opné en intern laboratoriereproducerbarhed, der ikke
er storre end den modsvarende reproducerbarheds-CV ved en koncentration pd 0,5 gange gransen.
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2.3.3. Kriterier for metodens ydeevne og andre krav til massespektrometrisk detektion

Massespektrometriske metoder kan kun bruges som verifikationsmetoder efter en online- eller en offline-chroma-

tografisk separation.

2.3.3.1. Chromatografisk separation

For GC-MS-procedurer skal den gaschromatografiske separation udferes ved anvendelse af kapillarkolonner. For
LC-MS-procedurer skal den chromatografiske separation udferes ved anvendelse af egnede LC-kolonner. Mindste
acceptable retentionstid for den undersggte analysand er i alle tilfelde to gange retentionstiden svarende til
kolonnens dedvolumen. Retentionstiden (eller den relative retentionstid) for analysanden i analyseproven skal
stemme overens med kalibreringsstandardens inden for et narmere specificeret tidsinterval. Retentionstidsinter-
vallet skal std i rimeligt forhold til chromatografisystemets oplesningsevne. Forholdet mellem analysandens
chromatografiske retentionstid og den interne standards, dvs. analysandens relative retentionstid, skal svare til
kalibreringsoplesningens med en margen pa = 0,5 % for GC og *2,5% for LC.

2.3.3.2. Massespektrometrisk detektion

Massespektrometrisk detektion skal udferes ved hjaelp af MS-teknikker, sdsom helmassespektre (full scan) eller
maling af udvalgte ioner (SIM), samt MS-MS"-teknikker, sdsom maling af udvalgte reaktioner (SRM), eller andre
egnede MS eller MS-MSr-teknikker i kombination med relevante ioniseringsformer. Ved hejt oplesende masse-
spektrometri (HRMS) skal oplesningsevnen typisk vere storre end 10 000 for hele masseintervallet ved 10 % af

tophejderne.

Full scan: Hvis massespektrometrisk detektion udferes ved registrering af full scan-spektre, skal alle malte
diagnostiske ioner (molekylarionen, karakteristiske addukter af molekylarionen, karakteristiske fragmentioner og
isotopioner) forekomme med en relativ intensitet pd over 10 % i kalibreringsoplesningens referencespektrum.

SIM: Hvis massespektrometrisk detektion udferes ved fragmentografi, skal molekylarionen sd vidt muligt veere
en af de udvalgte diagnostiske ioner (molekylarionen, karakteristiske addukter af molekylarionen, karakteristiske
fragmentioner og alle deres isotopioner). De udvalgte diagnostiske ioner mé ikke udelukkende hidrere fra samme

del af molekylet. Signal-stej-forholdet for hver diagnostisk ion skal vaere > 3:1.

Full scan og SIM: De péviste ioners relative intensiteter udtrykt som en procentdel af den mest intensive ions
eller transitions intensitet skal svare til intensiteterne i kalibreringsstandarden (enten fra kalibreringsstandardop-
lesningen eller prover med tilsatning) i sammenlignelige koncentrationer mélt under samme betingelser og inden

for felgende tolerancegranser:

Tabel 4
Maksimalt tilladte tolerancegraenser for relative ionintensiteter ved anvendelse af massespektrometriske
metoder
Relativ intensitet EI-GC-MS CI-GC-MS, GC-MS"
(% af basistop) (relativ) LC-MS, LC-MS®
(relativ)

>50%
>20-50 %
>10-20 %
<10 %

+10 %
+15%
+20 %
+50 %

+20 %
£25%
30 %
£50 %

Fortolkning af massespektrumdata: De diagnostiske ioners ogleller prakursor-/produkt-ionpars relative
intensiteter skal identificeres ved at sammenligne spektre eller ved at integrere signalerne fra enkeltmassesporene.
Nér baggrundskorrektion anvendes, skal den anvendes p& samme made for hele batchen (jf. punkt 2.3.1, afsnit

4), og der skal oplyses klart herom.

Full scan: Hvis full scan-spektre registreres i én massespektrometri, skal der foreckomme mindst fire ioner med
en relativ intensitet pd = 10 % af basistoppen. Molekylarionen skal medtages, hvis den forekommer i reference-
> 10 %. Mindst fire ioner skal ligge inden for de maksimalt tilladte
tolerancegraenser for relative ionintensiteter (tabel 5). Bibliotekssogning med edb kan anvendes. I sa fald skal
sammenligningen af massespektrumsdata i de klargjorte prever med kalibreringsoplesningens overstige en kritisk
faktor for overensstemmelse. Faktoren bestemmes for hver analysand under valideringsprocessen pa grundlag af
spektre, som nedenstdende krav er opfyldt for. Variation i spektrene, som skyldes provematrixen og detektoryde-

spektret med en relativ intensitet pé

evnen, skal efterproves.
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SIM: Hvis massefraktioner males pd andre mader end ved full scan, skal der anvendes et system med
identifikationspoint til at fortolke dataene. Til verifikation af forekomsten af stoffer tilherende gruppe A i bilag 1
til direktiv 96/23/EF kraves der mindst 4 identifikationspoint. Til verifikation af forekomsten af stoffer tilhorende
gruppe B i bilag I til direktiv 96/23/EF kreeves der mindst 3 identifikationspoint. Nedenstdende tabel viser, hvor
mange identifikationspoint hver af de grundleggende massespektrometriske metoder kan optjene. Der geelder
dog felgende, for at de identifikationspoint, der kraves til verifikation, kan optjenes, og for at summen af
identifikationspointene kan beregnes:

a) Der skal méles mindst ét ionforhold.
b) Alle relevante maélte ionforhold skal opfylde ovennzvnte krav.

¢) Der kan kombineres hgjst tre forskellige metoder for at opnd mindsteantallet af identifikationspoint.
Tabel 5

Forholdet mellem klasser af massefraktioner og optjente identifikationspoint

MS-metode Identifikationspoint optjent pr. ion
Lavtoplesende massespektrometri (LR) 1,0
LR-MS" prakursor-ion 1,0
LR-MS" overgangsprodukter 1,5
HRMS 2,0
HR-MS" prakursor-ion 2,0
HR-MS" overgangsprodukter 2,5

Bemeerkninger:
1) Hver ion méd kun regnes med én gang.
2) GC-MS, der anvender elektronimpaktionisering, anses for en anden metode end GC-MS, der anvender kemisk ionisering.

3) Forskellige analysander md kun anvendes til at oge antallet af identifikationspoint, hvis derivaterne har forskellige reaktions-
egenskaber.

4) Hvis der til analyse af stoffer i gruppe A i bilag I til direktiv 96/23/EF som metode anvendes en af folgende metoder, HPLC
kombineret med full scan diodearray-spektrofotometri (DAD) eller HPLC kombineret med fluorescensdetektion eller HPLC
kombineret med et immunogram eller todimensional TLC kombineret med spektrometrisk detektion, kan disse metoder hgjst
bidrage med ét identifikationspoint, forudsat at de relevante krav til metoderne er opfyldt.

5) Overgangsprodukter omfatter sdvel datterprodukter som datterdatterprodukter.

Tabel 6

Eksempler pa antallet af identifikationspoint, der optjenes for forskellige metoder og kombinationer
heraf (n=et helt tal)

Metode(r) Antal ioner Identifikationspoint
GC-MS (EI eller CI) N n
GC-MS (EI og CI) 2 (E) + 2 (C]) 4
GC-MS (El eller CI) 2 derivater 2 (derivat A) + 2 (derivat B) 4
LC-MS N n
GC-MS-MS 1 prakursor og 2 detre 4
LC-MS-MS 1 prakursor og 2 detre 4
GC-MS-MS 2 prakursor-ioner, hver med 1 datter 5
LC-MS-MS 2 prakursor-ioner, hver med 1 datter 5
LC-MS-MS-MS 1 prakursor, 1 datter og 2 datterdetre 5,5
HRMS N 2n
GC-MS og LC-MS 2+ 2 4
GC-MS og HRMS 2 +1 4
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2.3.4. Kriterier for metodens ydeevne og andre krav til chromatografi kombineret med infrared detektion

Egnede toppe: Egnede toppe er absorptionsmaksima i kalibreringsstandards IR-spektrum, der opfylder
folgende krav.

2.3.4.1. Infrared detektion
Absorptionsmaksimum: Det skal ligge i belgetalsomradet 4 000-500 cm™.

Absorptionens intensitet: Den ma ikke veaere mindre end
a) en specifik moler absorbanskoefficient pd 40 i forhold til toppens basislinje, eller
b) en relativ absorbans pd 12,5 % af absorbansen af den mest intense top i omrddet 4 000-500 cm?,

ndr begge males i forhold til nullinjen, og 5 % af absorbansen af den mest intense top i omrddet 4 000-500 cm,
ndr begge madles i forhold til deres basislinje.

NB: Skent egnede toppe i henhold til litra a) kan foretrakkes af teoretiske grunde, er toppene i henhold til litra
b) lettere at bestemme i praksis.

Antallet af toppe i analysandens IR-spektrum, hvis frekvenser svarer til en egnet top i kalibreringsstandardens
spektrum, bestemmes inden for en margen pd + 1 cm.

2.3.4.2. Fortolkning af IR-spektrumdata

Der skal forekomme absorption i alle omrdder af analysandens spektrum, som svarer til en egnet top i
kalibreringsstandardens referencespektrum. Der kraeves mindst seks egnede toppe i kalibreringsstandardens
IR-spektrum. Hvis der er mindre end seks egnede toppe (7), kan det pagaldende spektrum ikke anvendes som
referencespektrum. »Overensstemmelsene, dvs. procentdelen af egnede toppe i analysandens IR-spektrum, skal
vare mindst 50. Hvis en egnet top ikke har en nejagtig modsvarende top i analysandens spektrum, skal det
pagaldende omrade i dette spektrum veere foreneligt med, at der kunne vere en modsvarende top. Proceduren
kan kun anvendes pa absorptionstoppe i provens spektrum med en intensitet pd mindst tre gange stgjen mellem
toppene.

2.3.5. Kriterier for metodens ydeevne og andre krav til bestemmelse af en analysand ved hjelp af LC i
kombination med andre detektionsmetoder

2.3.5.1. Chromatografisk separation

Der anvendes en intern standard, hvis der findes et egnet materiale til dette formdl. Det skal helst veaere en
beslagtet standard med en retentionstid, der ligger taet pd analysandens. Analysanden skal elueres ved den
retentionstid, der er typisk for den tilsvarende kalibreringsstandard under de samme forsagsbetingelser. Mindste
acceptable retentionstid for en analysand er to gange retentionstiden svarende til kolonnens dedvolumen.
Forholdet mellem analysandens retentionstid og den interne standards, dvs. analysandens relative retentionstid,
skal vaere den samme som kalibreringsstandardens med en margen pd £ 2,5% i den givne matrix.

2.3.5.2. Full scan UV/VIS-detektion
Kriterierne for LC-metodernes ydeevne skal opfyldes.

Absorptionsmaksima i analysandens spektrum skal veere p& de samme bolgelangder som kalibreringsstandardens
med en afvigelsesmargen, der athenger af detektionssystemets oplesning. Ved diodearray-detektion ligger denne
typisk inden for + 2 nm. Analysandens spektrum over 220 nm ma4 for de dele af de to spektre, hvor den relative
absorbans er = 10 %, ikke vere synligt forskelligt fra kalibreringsstandardens. Dette krav er opfyldt, nar de
samme maksima er til stede, samtidig med at forskellen mellem de to spektre ikke pd noget punkt er storre end
10 % af kalibreringsstandardens absorbans. Hvis bibliotekssogning med edb og overensstemmelsesprovning
anvendes, skal sammenligningen af spektrumsdata i de klargjorte prover med kalibreringsoplesningens overstige
en kritisk faktor for overensstemmelse. Faktoren bestemmes for hver analysand under valideringsprocessen pa
grundlag af spektre, som ovenstdende krav er opfyldt for. Variation i spektrene, som skyldes provematrixen og
detektorydeevnen, skal efterproves.
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2.3.5.3. Kriterier for fluorimetrisk detektions ydeevne
Kriterierne for LC-metodernes ydeevne skal opfyldes.

Dette galder for molekyler med naturlig fluorescens og for molekyler med fluorescens, der skyldes enten
transformering eller derivatisering. Ekscitations- og emissionsbelgeleengderne i kombination med de chromato-
grafiske betingelser skal udvalges, sd forekomsten af interfererende komponenter i blindpreveekstrakter mini-
meres.

Det narmeste top-maksimum i chromatogrammet skal vaere adskilt fra den top, der tilskrives analysanden, med
mindst én hel topbredde pd 10 % af analysandens maksimale hejde.
2.3.5.4. Kriterier for ydeevnen ved bestemmelse af en analysand ved hjeelp af LC-immunogram
LC-immunogram er ikke i sig selv egnet som verifikationsmetode.
De relevante kriterier for LC-metoder skal opfyldes.

De foruddefinerede kvalitetskontrolparametre, f.eks. ikke-specifik binding, kontrolprevernes relative binding og
blindprevens absorbansveardi, skal ligge inden for de granser, der blev opndet ved valideringen af assayet.

Immunogrammet skal vare sammensat af mindst fem fraktioner.
Hver fraktion skal vere mindre end det halve af topbredden.

Den fraktion, der har det storste indhold af analysanden, skal vere den samme i proven under mistanke, i den
ikke-overensstemmende kontrolprgve og i standarden.

2.3.5.5. Bestemmelse af en analysand ved hjeelp af LC i kombination med UV/VIS-detektion (én bolgelengde)
LC i kombination med UV/|VIS-detektion (én belgeleengde) er ikke i sig selv egnet som verifikationsmetode.

Det narmeste top-maksimum i chromatogrammet skal vaere adskilt fra den top, der tilskrives analysanden, med
mindst én hel topbredde pd 10 % af analysandens maksimale hejde.

2.3.6. Kriterier for metodens ydeevne og andre krav til bestemmelse af en analysand ved hjalp af 2-D TLC
kombineret med full scan UV|VIS-spektrometrisk detektion

Det er obligatorisk at anvende todimensional HPTLC og co-chromatografi.
Analysandens RF-verdier skal stemme overens med standardens RF-verdier inden for en margen pé * 5 %.
Analysandens udseende mé ikke kunne skelnes fra standardens.

For pletter af samme farve skal centrum af den naermeste stofplet vere adskilt fra analysandens plet med mindst
halvdelen af summen af pletternes diameter.

Analysandens spektrum ma ikke vere synligt forskelligt fra standardens, jf. beskrivelsen af full scan UV/VIS-
detektion.

Hvis bibliotekssogning med edb og overensstemmelsesprovning anvendes, skal sammenligningen af spektrums-
data i de klargjorte prover med kalibreringsoplesningens overstige en kritisk faktor for overensstemmelse.
Faktoren bestemmes for hver analysand under valideringsprocessen pd grundlag af spektre, som ovenstiende
krav er opfyldt for. Variation i spektrene, som skyldes prevematrixen og detektorydeevnen, skal efterproves.

2.3.7. Kriterier for metodens ydeevne og andre krav til bestemmelse af en analysand ved hjaelp af GC i
kombination med elektroncapturedetektion (ECD)

Der anvendes en intern standard, hvis der findes et egnet materiale til dette formal. Det skal helst veere et
beslagtet stof med en retentionstid, der ligger tet pd analysandens. Analysanden skal elueres ved en retentionstid,
der er typisk for den tilsvarende kalibreringsstandard under de samme forsegsbetingelser. Mindste acceptable
retentionstid for en analysand er to gange retentionstiden svarende til kolonnens dedvolumen. Forholdet mellem
analysandens retentionstid og den interne standards, dvs. analysandens relative retentionstid, skal vare den
samme som Kkalibreringsstandardens med en margen pad *0,5% i den givne matrix. Det nermeste top-
maksimum i chromatogrammet skal vaere adskilt fra den top, der tilskrives analysanden, med mindst én hel
topbredde pd 10 % af analysandens maksimale hejde. Til indsamling af yderligere oplysninger kan co-chromato-
grafi anvendes.
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2.4. VERIFIKATIONSMETODER VEDR@RENDE GRUNDSTOFFER

Verifikationsanalyser vedrerende kemiske grundstoffer skal baseres pd entydig identifikation samt nejagtig og preecis
kvantitativ bestemmelse ved hjelp af fysiske-kemiske egenskaber, der entydigt kendetegner det pigeldende kemiske
grundstof (f.eks. emitteret eller absorberet strdlings belgelaengde og atommasse, der karakteriserer grundstoffer) pa det
relevante niveau.

Folgende metoder eller kombinationer af metoder anses for at kunne anvendes til identifikation af kemiske grundstoffer:

Tabel 7

Egnede verifikationsmetoder vedrerende kemiske grundstoffer

Metode Malt parameter

Differentialpuls anodisk stripping-voltametri Elektrisk signal

Atomabsorptionsspektrometri

Flamme Absorptionsbelgeleengde
Hydridgenerering Absorptionsbelgelaengde
Kold flammeles Absorptionsbelgeleengde
Elektrotermisk atomisering (grafitovn) Absorptionsbelgelengde

Atomemissionsspektrometri

Induktivt koblet plasma Emissionsbelgelengde
Massespektrometri

Induktivt koblet plasma Masse(ladning-forhold
2.4.1. Felles kriterier for metodens ydeevne og andre krav til verifikationsmetoder

2.4.2.

2.4.2.1.

Referencemateriale eller materialer med tilsatning af kendte meangder analysand pa eller nar ved det maksimalt
tilladte niveau eller beslutningsgransen (ikke-overensstemmende kontrolpreve) samt overensstemmende kontrol-
materialer og reagensblindprover ber sd vidt muligt gennemga hele proceduren samtidig med hver enkelt batch
af klargjorte prover, der analyseres. Der anbefales folgende rekkefolge for indsprejtning af ekstrakterne i
analyseapparatet: reagensblindpreve, overensstemmende kontrolpreve, prove, der skal verificeres, overensstem-
mende kontrolpreve og endelig ikke-overensstemmende kontrolpreve. Hvis der afviges herfra, skal det
begrundes.

De fleste analysemetoder kraver generelt en komplet foraskning af den organiske matrix for at opnd oplesninger
forud for bestemmelse af analysanden. Foraskningen kan ske ved at anvende mikrobelgemineraliseringsmetoder,
som minimiserer risikoen for tab ogfeller kontaminering af den pdgazldende analysand. Der ber anvendes
dekontaminerede teflon-kuvetter af god kvalitet. Hvis der anvendes andre vad- eller terforaskningsmetoder, skal
der foreligge dokumentation for at undga potentielt tab eller kontaminering. Som et alternativ til foraskning kan
separationsprocedurer (f.eks. ekstraktion) i visse situationer anvendes til at separere ogfeller koncentrere analy-
sander fra matrixkomponenter og/eller til at koncentrere analysander for at anvende dem i analyseapparaturet.

Hvad angér kalibrering, hvad enten den er ekstern eller baseret pd metoden med standardaddition, skal man
sorge for at holde sig inden for analysemetodens maleomrade. Ved ekstern kalibrering skal kalibreringsstandar-
derne forberedes i en oplesning, der i sd hej grad som muligt svarer til den klargjorte proves sammensatning.
Der skal endvidere anvendes baggrundskorrektion som foreskrevet af de specifikke analysevilkér.

Supplerende kriterier for metodens ydeevne og andre krav til kvantitative analysemetoder

Kvantitative metoders korrekthed

Ved gentagne analyser af et certificeret referencemateriale for grundstoffer ma det ved forseg bestemte gennem-
snitlige indholds afvigelse fra den certificerede vaerdi ikke overskride gransen * 10 %. Hvis der ikke er sddanne
CRM til rddighed, kan det accepteres, at malingernes korrekthed vurderes ved hjelp af genfindelse af tilsatte
kendte maengder af grundstoffet til blindpreven. NB: Det tilsatte grundstof er i modsatning til analysanden ikke
kemisk bundet i den reelle matrix, og de resultater, der fis ved denne fremgangsmaéde, er derfor ikke s& brugbare
som dem, der fis ved anvendelse af CRM. Genfindelsesdata kan kun anvendes, hvis de ligger inden for + 10 % af
malvardien.
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2.4.2.2. Kvantitative metoders preecision

2.4.3.

2.4.4.

Ved gentagne analyser af en prove, der gennemfores under interne reproducerbarhedsbetingelser, md gennem-

snittets interne variationskoefficient (CV) ikke overskride felgende veerdier:

Tabel 8

CV'er for kvantitative metoder ved bestemte massefraktioner af grundstof

Massefraktion g/:;
> 10-100 pg/kg 20
>100-1 000 pglkg 15
> 1000 pglkg 10

Specifikke krav til differentialpuls anodisk stripping voltametri (DPASV)

Det er af storste betydning, at det organiske stof i prever destrueres fuldsteendigt, for der foretages bestemmelser
ved DPASV. Der mé ikke findes nogen brede signaler i voltamogrammerne som folge af tilstedevarelsen af
organiske stoffer. Tophgjderne ved DPASV kan blive pavirket af uorganiske matrixkomponenter. Derfor skal der
foretages kvantitativ bestemmelse ved hjelp af metoden med standardaddition. Metodebeskrivelsen skal inde-

holde eksempler pa typiske voltamogrammer af en preveoplesning.

Specifikke krav til atomabsorptionsspektrometri (AAS)

Denne metode anvendes generelt til enkeltgrundstoffer, og den kraver derfor optimering af forsegsopstillingen
afthangigt af det pagaldende grundstof, der skal bestemmes kvantitativt. Om muligt skal resultaterne efterproves
kvalitativt og kvantitativt ved hjalp af alternative absorptionslinjer (ideelt skal der velges to forskellige linjer).
Kalibreringsstandarder skal tilberedes i en oplesningsmatrix, der svarer si neje som muligt til matrixen i
méleoplesninger af preven (f.eks. med hensyn til syrekoncentration eller modifikatorsammensaetning). For at
minimere blindveerdier skal alle reagenser veere af den sterst mulige renhed. Afhengigt af metoden til at forsteve

ogleller atomisere proven kan man skelne mellem forskellige typer AAS.

2.4.4.1. Specifikke krav til AAS med flamme

Apparatindstillingen skal optimeres for hvert grundstof. Navnlig skal gassammensaetningen og flow-rates tjekkes.
For at undgd interferens, der skyldes baggrundsabsorption, skal der anvendes en kontinuumkildekorrektor. Ved

ukendte matrixer skal det efterproves, om der er behov for baggrundskorrektion.

2.4.4.2. Specifikke krav til AAS med grafitovn

2.4.5.

Kontaminering i laboratoriet pavirker ofte nejagtigheden, nédr der arbejdes ved ultrasporniveauer i grafitovnen.
Derfor ber der anvendes reagenser af hej renhed, afioniseret vand og inert plastic til hindtering af preve og
standard. Apparatindstillingen for hvert grundstof skal optimeres. Navnlig skal forbehandlings- og atomiserings-

betingelser (temperatur og tid) samt matrixmodifikationen tjekkes.

Hvis man arbejder under isotermiske atomiseringsbetingelser (f.eks. grafitror med indbygget L'vov-platform (8)
opvarmet ved gennemstremning), vil det reducere matrixens péavirkning af atomiseringen af analysanden. I
kombination med matrixmodifikation og Zeeman-baggrundskorrektion (9) kan der foretages kvantitativ bestem-
melse ved hjelp af en kalibreringskurve baseret pd maéling af vandige standardoplesninger.

Specifikke krav til hydridgenereringsatomabsorptionsspektrometri

Organiske forbindelser, der indeholder grundstoffer som arsen, bismut, germanium, bly, antimon, selen, tin og
tellurium, kan vaere meget stabile og krave oxidativ dekomponering, for at man kan opna korrekte resultater for
det samlede grundstofindhold. Derfor anbefales mikrobelge- eller hejtryksforaskning under kraftige oxidative
betingelser. Man skal vare meget omhyggelig med den komplette og reproducerbare konvertering af grundstof-

ferne til de tilsvarende hydrider.

Dannelsen af arsenhydrid i saltsyreoplesning med NaBH, afhanger af arsenets oxidationstrin (As III: hurtig
dannelse, As V: mere langvarig dannelse). For at undgé tab af felsomhed vedrerende bestemmelse af As V med
flowinjektion som felge af den korte reaktionstid i dette system skal As V reduceres til As III efter den oxidative
dekomponering. Kaliumiodid/ascorbinsyre eller cystein er egnet til det formdl. Blindprever, kalibreringsoples-
ninger og preveoplasninger skal behandles pd samme mdde. Hvis man arbejder med et batchsystem, kan begge
arsen-specier bestemmes, uden at nejagtigheden pavirkes. P& grund af den forsinkede dannelse af As V-hydrid
skal kalibreringen udferes ved integrering af toparealer. Apparatindstillingen skal optimeres. Det gasflow, der

overforer hydridet til atomisatoren, er swrlig vigtigt og skal efterproves.
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2.4.6.

2.4.7.

2.4.8.

Specifikke krav til kold flimmelos atomabsorptionsspektrometri

Kold flammeles spektrometri anvendes kun til kvikselv. P4 grund af fordampning og adsorptionstab af frit
kvikselv skal man veare serdeles omhyggelig under hele analysen. Man skal med omhu undgd kontaminering pa
grund af reagenser eller miljo.

Organiske forbindelser, der indeholder kvikselv, kraver oxidativ dekomponering, for at korrekte resultater for det
samlede kviksglvindhold kan opnds. Til dekomponeringen skal man anvende forseglede systemer med mikro-
bolge- eller hejtryksforaskning. Man skal vere sarligt omhyggelig med at rense udstyr, der har veret i kontakt
med kvikselv.

Der er fordele ved at arbejde med flowinjektion. Ved forholdsvis lave beslutningsgrenser anbefales adsorption af
frit kvikselv pa guld-|platin-adsorber efterfulgt af termisk desorption. Det skal undgds, at adsorberen eller cellen
kommer i kontakt med vand, da det vil forstyrre maélingen.

Specifikke krav til induktivt koblet plasma-atomemissionsspektrometri (ICP-AES)

Induktivt koblet plasma-atomemissionsspektrometri (10) er en metode, der gor det muligt at male flere forskel-
lige grundstoffer samtidig. For at anvende ICP-AES skal proverne forst foraskes til dekomponerede organiske
matrixer. Man skal anvende forseglede systemer med mikrobelge- eller hojtryksforaskning. Apparatkalibrering og
valg af grundstof eller belgelaengde er afgorende for en ICP-AES-analyses effektivitet. For at kalibrere apparaturet
er det ved linezre kalibreringskurver normalt nedvendigt at méle kalibreringsoplasninger af kun fire koncentrati-
oner, fordi ICP-AES-kalibreringskurver generelt er linezre over fire til seks forskellige koncentrationer. Kalibrering
af ICP-AES-systemet skal normal udferes med en standard med flere grundstoffer, som skal forbehandles i en
oplesning, som indeholder samme syrekoncentration som den oplesning, der skal méles. Grundstofkoncentratio-
nerne skal efterproves med hensyn til den linexre kurve.

Valget af belgelaeengder til maling af emissionen fra analysanden skal vare relevant for koncentrationerne af de
grundstoffer, der skal bestemmes. Hvis analysandkoncentrationen falder uden for en emissionslinjes maleomrade,
skal der anvendes en anden emissionslinje. I forste omgang skal den mest folsomme emissionslinje (uden
interferens) vealges, dernaest en mindre folsom linje. Hvis man arbejder pé eller ner ved detektionsgreensen, er
den mest folsomme linje for den pageldende analysand normalt det bedste valg. Spektral interferens og
baggrundsinterferens fordrsager store problemer for ICP-AES. Mulige interferenser er f.eks. simpel baggrundsfor-
skydning, haldende baggrundsforskydning, direkte spektral overlapning og kompleks baggrundsforskydning.
Hver af disse interferenser har sine egne drsager og afhjelpningsmuligheder. Afhengigt af matrixerne skal der
anvendes interferenskorrektion og optimering af parametre. Nogle interferenser kan undgds ved fortynding eller
ved tilpasning af matrixerne. Ved hver analyseret batch af analyserede klargjorte prover skal referencemateriale
eller materiale med tilseetning af analysand samt blindmateriale behandles pd samme mdde som de klargjorte
prover. Standarden skal efterproves for evt. skred efter ti prover. Alle reagenser og plasmagas skal vare af den
sterst mulige renhed.

Specifikke krav til induktivt koblet massespektrometri (ICP-MS)(11)

Ved bestemmelse af sporstoffer af middelstor atommasse, f.eks. chrom, kobber og nikkel, kan der forekomme
kraftig interferens fra andre isobar- og polyatomarioner. Det kan kun imedegds, hvis der kan anvendes en
oplesningsevne pd mindst 7 000-8 000. Problemerne i forbindelse med MS-metoder omfatter ogsa apparatskred,
matrixeffekter og molekylarioninterferens (m/z < 80). Der kreves flere interne standarder, som deakker det
samme masseinterval som de grundstoffer, der skal bestemmes, for at korrigere for apparatskred og matrixef-
fekter.

Det organiske stof i prover dekomponeres fuldsteendigt, for der foretages mélinger med ICP-MS. Som ved AAS
skal flygtige grundstoffer, f.eks. jod, efter foraskning i forseglede kuvetter overfores til et stabilt oxidationstrin. De
varste interferensresultater skyldes molekylarionkombination af argon (plasmagas), hydrogen, carbon, nitrogen
og oxygen (oplesningssyrer, urenheder i plasmagas og indblandede atmosfariske luftarter) samt prevematrixen.
For at undga interferens skal der anvendes komplet foraskning, baggrundsmalinger, relevant valg af analysemasse,
evt. kombineret med mindre hyppig forekomst (lavere detektionsgrense), og af oplesningssyrer, f.eks. salpeter-
syre.

For de grundstoffer, der skal bestemmes, skal interferens imedegds ved hjelp af relevant valg af specifikke
analysemasser, herunder verifikation af isotopforhold. Instrumentreaktion vedrerende Fano-faktorer skal efter-
proves for hver maling ved hjelp af interne standarder.
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3. VALIDERING

Validering skal godtgere, at analysemetoden er i overensstemmelse med de krav, der galder for de relevante karakteristika
for metodens ydeevne.

Forskellige kontrolformél forudsatter forskellige kategorier af metoder. Folgende tabel viser, hvilke karakteristika for
metodens ydeevne der skal verificeres for hvilke typer metoder.

Tabel 9

Klassificering af analysemetoder efter de karakteristika, der skal bestemmes

Detektions- Beslutnings- Korrekthed| N Selektivitet Aonvendelsesom—
graense granse enfindelse Praecision specificitet rade/robusthed/
CCp CCa 8 P stabilitet
. + - - - + +
Kvalitative S
metoder
C + + - - + +
" S + - - + + +
Kvalitative
metoder
C + + + + + +

S = screeningsmetoder; C = verifikationsmetoder; + = obligatorisk bestemmelse.

3.1. VALIDERINGSPROCEDURER

I dette kapitel findes der eksempler pd ogfeller referencer til procedurer for validering af analysemetoder. Der kan
anvendes andre procedurer at vise, at analysemetoden er i overensstemmelse med kriterierne for karakteristika for
metodens ydeevne, forudsat at de giver samme informationsniveau og -kvalitet.

Validering kan endvidere ske ved at gennemfore en laboratoriesammenligning, f.eks. som fastlagt af Codex Alimentarius,
ISO eller IUPAC (12), eller ifolge alternative metoder, f.eks. enkeltlaboratorieundersogelser eller validering pa ét laborato-
rium (13)(14). I dette afsnit fokuseres der pa enkeltlaboratorieundersogelser (eller validering pa ét laboratorium) ved hjelp
af en trinvis fremgangsmade. Fremgangsmdden omfatter:

1) en rekke felles karakteristika for metodens ydeevne, der er uathangige af den anvendte valideringsmodel

2) mere specifikke modelathengige procedurer, jf. tabel 10.
Tabel 10

Modelafhangige og modeluathangige resultatparametre

Validering

Modeluathangige

Modelathangige resultatparametre
resultatparametre

Falles karakteristika for meto-
dens ydeevne (3.1.1)

Konventionel valideringsprocedure (3.1.2)

Procedure med validering pd ét laborato-
rium (3.1.3)

Specificitet
Korrekthed
Robusthed (mindre @ndringer)

Stabilitet

Genfindelse
Repeterbarhed

Intern reproducerbarhed
Reproducerbarhed
Beslutningsgranse (CCa)
Detektionsevne (CC)
Kalibreringskurver

Robusthed (sterre @ndringer)

Genfindelse
Repeterbarhed

Intern reproducerbarhed
Reproducerbarhed
Beslutningsgranse (CCa)
Detektionsevne (CCf)
Kalibreringskurver
Robusthed




L 221/24 De Europwiske Fellesskabers Tidende 17.8.2002

3.1.1. Modeluafhaengige karakteristika for metodens ydeevne

Uanset hvilken valideringsprocedure der velges, skal nedenstiende karakteristika for metodens ydeevne
bestemmes. For at minimere arbejdsbyrden kan der anvendes en omhyggeligt udformet og statistisk velfunderet
procedure til at kombinere forseg, der er gennemfert med henblik pd at bestemme forskellige parametre.

3.1.1.1. Specificitet

For analysemetoder er det vigtigt, at de kan skelne mellem analysanden og nertbeslegtede stoffer (isomerer,
metabolitter, nedbrydningsprodukter, endogene stoffer, matrixkomponenter osv.). Det er nedvendigt med to
procedurer til at efterprove for interferens.

Derfor skal der valges potentielt interfererende stoffer, og relevante blindprever skal analyseres for at pavise
forekomsten af mulige interferenser og for at vurdere virkningen af interferenserne.

— Der vealges en rekke kemisk beslegtede forbindelser (metabolitter, derivater osv.) eller stoffer, der kan
forventes at forekomme i kombination med den pagaldende forbindelse, som maéske forekommer i proverne.

— Et passende antal reprasentative blindprever analyseres (n > 20), og der tjekkes for eventuelle interferenser
(signaler, toppe, ionspor) i det pdgeldende omrdde, hvor analysanden forventes at eluere.

— Repraesentative blindprever skal dernzest spikes til en relevant koncentration med stoffer, der kan forventes at
interferere med identifikationen ogfeller den kvantitative bestemmelse af analysanden.

— Efter analysen undersoges det, om
— forekomsten kan fore til en falsk identifikation
— identifikationen af analysanden hindres af forekomsten af en eller flere interferenser, eller

— den kvantitative bestemmelse pdvirkes i betydelig grad.

3.1.1.2. Korrekthed

Det beskrives i dette afsnit, hvordan korrekthed (der er et element i ngjagtigheden) bestemmes. Korrekthed kan
kun fastleegges ved hjelp af certificeret referencemateriale (CRM). Et CRM kan altid anvendes, hvis det er til
radighed. Proceduren er narmere beskrevet i ISO 5725-4 (5). Et eksempel:

— Seks replikater af det pdgeldende CRM analyseres i overensstemmelse med metodens prevningsvejledning.
— Koncentrationen af den analysand, der forekommer i alle replikatpreverne, bestemmes.

— Der foretages en beregning af gennemsnit, standardafvigelse og variationskoefficient (%) i de pigaldende
koncentrationer.

— Korrektheden beregnes ved at dividere den paviste gennemsnitskoncentration med den certificerede vaerdi
(mélt som koncentration) og gange med 100 for at udtrykke resultatet som en procentdel:

korrekthed (%) = pavist gennemsnitskoncentration korrigeret for genfindelse x 100/certificeret veerdi.

Hvis der ikke er et CRM til radighed, kan genfindelse — i stedet for korrektheden — bestemmes som beskrevet i
punkt 4.1.2.1.

3.1.1.3. Anvendelsesomrdde/robusthed (mindre @ndringer)

Ved sddanne prevninger indferer laboratoriet forsatligt mindre, forventelige variationer, og virkningerne obser-
veres.

Der skal gennemferes forundersogelser ved at udvelge faktorer fra forbehandlingen af prever, rensningen og
analysen, som evt. kan pavirke maleresultaterne. Det kan veere faktorer som person, reagensernes kilde og alder,
oplesningsmidler, standarder og preveekstrakter, opvarmningstrin, temperatur, pH-veerdi og mange andre
faktorer, der kan forekomme i laboratoriet. Faktorerne ber modificeres i et omfang, der stemmer overens med
afvigelser, der normalt forekommer i laboratorier.

— Mulige faktorer, der kan pavirke resultaterne, identificeres.

— De enkelte faktorer modificeres en smule.
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— Der gennemfores en robusthedstest med anvendelse af Youden-proceduren (15)(16). (Andre godkendte
metoder kan anvendes pd dette punkt. Youden-proceduren minimerer dog den kravede tid og indsats).
Youden-proceduren er en fraktionsfaktormodel. Interaktioner mellem de forskellige faktorer kan ikke pévises.

— Hvis det konstateres, at en faktor pavirker maleresultaterne betydeligt, gennemfores yderligere forseg for at

afgore grenserne for, hvorndr faktoren kan accepteres.

— Faktorer, der pévirker resultaterne betydeligt, ber klart angives i metodeprotokollen.

Grundidéen er ikke at undersgge en forandring ad gangen, men at indfore flere variationer samtidig. Eksempel:
Lad A, B, C, D, E, F, G std for de nominelle vardier af syv forskellige faktorer, der kan pévirke resultaterne, hvis
deres nominelle vardier @ndres en smule. Lad deres alternative vaerdier veere betegnet ved de tilsvarende sma
bogstaver, a, b, ¢, d, e, f og g. Det giver 27 eller 128 forskellige mulige kombinationer.

Der kan velges otte kombinationer, hvor der er ligeveegt mellem store og sma bogstaver (tabel 11). Der skal da
foretages otte bestemmelser, hvor der anvendes en kombination af de valgte faktorer (A-G). Resultaterne af

bestemmelserne er vist i tabel 11 som S-Z.

Tabel 11

Forsegsmodel for prevning af robusthed (mindre @ndringer)

Kombination af bestemmelser
Faktorveardi F

1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B b B B B b b
Clc C c C c C c C c
D/d D D d d d d D D
Ele E e E e e E e E
F/f F f f F f f F
Glg G g g G g G g
Observeret S T 6) \% W X Y Z
resultat R

Angédende beregninger: Se eksempler pd preovning af robusthed i punkt 3.3.

3.1.1.4. Stabilitet

Man har observeret, at utilstreekkelig stabilitet hos analysanden eller matrixkomponenterne i preven under
opbevaring eller analyse kan medfere betydelige afvigelser mellem analyseresultaterne. Endvidere ber kalibre-
ringsstandardens stabilitet efterproves. Almindeligvis er karakteristika for en analysands stabilitet under diverse
opbevaringsforhold kendte. Méaling af opbevaringsforhold skal udgere en del af det normale laboratorieakkredi-
teringssystem. Hvis de ikke er kendte, gives i det folgende et eksempel pé, hvordan stabiliteten kan bestemmes.

Analysandens stabilitet i oplesning

— Friske stamoplesninger til opbevaring af analysanden/analysanderne laves, og de fortyndes som angivet i
provningsvejledningen til tilstrackkelige delprover (f.eks. 40) af hver udvalgt koncentration (omkring mini-
mumsgranserne for metodens ydeevne for stoffer, der ikke er fastsat et tilladt niveau for, eller omkring det
tilladte niveau for andre stoffer). Begge analysandoplesninger, der anvendes til tilsetning og i den endelige
analyseoplesning, laves, og det samme gezlder evt. andre oplesninger, der matte vere af interesse (f.eks.

derivatiserede standarder).

— Analysandindhold i den nylavede oplesning males i overensstemmelse med prevningsvejledningen.

— Passende mangder kommes i egnede beholdere, der markes og opbevares ifelge planen:
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3.1.1.5.

3.1.2.1.

Tabel 12

Plan for bestemmelse af en analysands stabilitet i oplesning

-20°C +4°C +20°C
Morke 10 delprover 10 delprover 10 delprover
Lys 10 delprover

— Der kan valges en opbevaringstid pd 1, 2, 3 og 4 uger eller om nedvendigt lengere, f.eks. indtil de forste
nedbrydningstegn kan observeres ved identifikation ogfeller kvantitativ bestemmelse. Maksimal opbeva-
ringstid og optimale opbevaringsforhold registreres.

— Beregningen af koncentrationen af analysanden/analysanderne i hver delprove ber foretages ved at lade den
pd analysetidspunktet nylavede analysandoplesning vaere 100 %.

Resterende analysand (%) = Cix 100/C
C,= koncentration pd det givne tidspunkt
C

fresh

e = koncentration i nylavet oplosning.

Analysandens/analysandernes stabilitet i matrix

— Om muligt anvendes naturlige prever. Hvis der ikke er naturligt materiale til rdighed, anvendes matrix tilsat
analysanden.

— Hvis der er naturligt materiale til ridighed, bestemmes koncentrationen i materialet, mens materialet endnu er
nyt. Yderligere delprover af materialet kan udtages efter 1, 2, 4 og 20 uger, og koncentrationerne bestemmes.
Vavet opbevares ved — 20 °C eller derunder, hvis det kraeves.

— Huis der ikke er naturligt materiale til radighed, tages noget blindmateriale, der homogeniseres. Materialet
deles i fem delprover. Hver delprove tilsettes analysanden, som helst skal laves i en lille mangde i vandig
oplesning. Den ene delprove analyseres straks. De resterende delprover opbevares ved - 20 °C eller derunder,
hvis det kreves, og de analyseres efter 1, 2, 4 og 20 uger.

Kalibreringskurver

Hvis kalibreringskurver anvendes til kvantitativ bestemmelse, galder folgende:
— Der ber anvendes mindst fem niveauer (inklusive nul) til kurven.

— Kurvens méleomrdde beskrives.

— Kurvens matematiske formel og dataenes goodness-of-fit til kurven beskrives.

— Acceptomréder for kurvens parametre beskrives.

Hvis det er nedvendigt med seriel kalibrering baseret pd en standardoplesning, skal der angives acceptable
omrader for de af kalibreringskurvens parametre, der kan variere fra serie til serie.

Konventionelle valideringsprocedurer

Beregning af parametrene ifelge konventionelle metoder forudsatter, at der gennemfores en raekke enkeltforsog.
Hvert enkelt karakteristikum for metodens ydeevne skal bestemmes for alle storre forandringer (jf. punktet om
anvendelsesomréde[robusthed). Ved multianalysandmetoder kan flere analysander analyseres samtidig, hvis blot
man forinden udelukker evt. relevante interferenser. Adskillige karakteristika for metodens ydeevne kan
bestemmes pé lignende méde. For at minimere arbejdsbyrden anbefales det derfor, at forseg i sd hej grad som
muligt kombineres (f.eks. repeterbarhed og intern reproducerbarhed med specificitet, analyse af blindprever for at
bestemme beslutningsgraensen og test for specificitet).

Genfindelse

Hvis der ikke er CRM til rddighed, skal genfindelsen bestemmes ved forseg, hvor der anvendes matrixblindpreve
tilsat analysanden, f.eks. ifolge folgende fremgangsmade:

— 18 delprover af blindmateriale valges og opdeles i tre grupper a seks delprover, som hver tilsettes
henholdsvis 1, 1¥5 og 2 gange minimumsgransen for metodens ydeevne eller %3, 1 og 1V4 gange det tilladte
niveau.

— Proverne analyseres, og koncentrationen i de enkelte prover beregnes.
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— Ved hjalp af nedenstdende ligning beregnes genfindelsen for hver enkelt prove.
— Den gennemsnitlige genfindelse og CV fra de seks resultater fra hver gruppe beregnes.

— % genfindelse = 100 x malt indhold|tilsatningsniveau.

Denne konventionelle metode til bestemmelse af genfindelse er en variant af metoden med standardaddition (jf.
punkt 3.5), hvis

— proven betragtes som en blindpreve i stedet for en prove, der skal analyseres
— det antages, at indhold (') og genfindelse () er ens for de to analyseprever
— de klargjorte provers masse er ens, og analyseproveekstrakterne har samme rumfylde

— mangden af den kalibreringsstandard, der tilsettes den anden analyseprove (med tilsatning), betegnes x, .
Xppp = Pa- V)

— x1 er den malte veerdi for blindpreven, og x2 er den mélte vardi for den anden analyseprove (med
tilsetning),

— da er % genfindelse = 100 (x, - x)/x

ADD*

Hvis en af disse betingelser ikke (eller formodes ikke at) skulle opfyldes, skal man gennemfore hele proceduren til
bestemmelse af genfindelsen ved hjelp af metoden med standardaddition (jf. punkt 3.5).

3.1.2.2. Repeterbarhed

— Der laves en rakke identiske matrixprover, som tilsattes analysanden, sd koncentrationerne kommer op pd 1,
1% og 2 gange minimumsgrensen for metodens ydeevne eller ¥4, 1 og 1V2 gange det tilladte niveau.

— Pa hvert niveau gennemfores analysen med mindst seks replikater.
— Proverne analyseres.
— Den péviste koncentration i hver prove beregnes.

— Der foretages en beregning af gennemsnitskoncentration, standardafvigelse og variationskoefficient (%) i
proverne med tilsetning.

— Ovenstdende trin gentages ved mindst to andre lejligheder.

— Gennemsnitskoncentrationer og CV for alle prever med tilseetning beregnes.

3.1.2.3. Intern reproducerbarhed

— Der laves en raekke prover af specificeret provemateriale (identiske eller forskellige matrixer), som tilsattes
analysanden/analysanderne, si koncentrationerne kommer op pd 1, 12 og 2 gange minimumsgransen eller
V3, 1 og 1% gange det tilladte niveau.

— P4 hvert niveau gennemferes analysen med mindst seks replikater.

— Ovenstdende trin gentages ved mindst to andre lejligheder med forskellige personer og forskellige miljobetin-
gelser, f.eks. forskellige batcher af reagenser, oplesningsmidler osv., forskellige rumtemperaturer, forskellige
apparater osv. om muligt.

— Proverne analyseres.
— Den péviste koncentration i hver prove beregnes.

— Der foretages en beregning af gennemsnitskoncentration, standardafvigelse og variationskoefficient (%) i
proverne med tilsaetning.

3.1.2.4. Reproducerbarhed
Hvis reproducerbarhed skal verificeres, bor laboratorierne deltage i metodeafprevninger i overensstemmelse med
1SO 5725-2 (5).

3.1.2.5. Beslutningsgrense (CCa)

Beslutningsgransen fastlegges i overensstemmelse med kravene til identifikation eller til identifikation plus
kvantitativ bestemmelse, jf. »Kriterier for metodens ydeevne og andre krav til analysemetoder« (del 2).

(") »Indhold«: Den massefraktion af provens indhold af analysand, som forekommer i det endelige ekstrakt.
(*) »Genfindelse« (her): Den massefraktion af den tilsatte analysand, som forekommer i det endelige ekstrakt. I resten af bilaget antages
det, at indhold er lig med genfindelse, og derfor anvendes kun udtrykket »genfindelse«.
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For stoffer, der ikke er fastsat et tilladt niveau for, kan CCa fastlegges

— enten ved kalibreringskurveproceduren ifelge 1ISO 11843 (17) (hvor den betegnes som kritisk vardi af
nettotilstandsvariablen). 1 si fald skal der anvendes blindmateriale, der tilsettes analysand til og over
minimumsgransen for metodens ydeevne i lige store spring. Proverne analyseres. Efter identifikation plottes
signalet mod den tilsatte koncentration. Beslutningsgransen er lig med den modsvarende koncentration ved
y-skaeringspunktet plus 2,33 gange skaringspunktets interne reproducerbarheds standardafvigelse. Dette
galder kun for kvantitative assays (a =1 %)

— eller ved analyse af mindst 20 blindmaterialer pr. matrix med henblik pd at kunne beregne signal-stoj-
forholdet i det tidsinterval, hvor analysanden forventes. Som beslutningsgreense kan anvendes tre gange
signal-stgj-forholdet. Dette galder for kvantitative og kvalitative assays.

For stoffer, der er fastsat et tilladt niveau for, kan CCa fastleegges

— enten ved kalibreringskurveproceduren ifelge 1ISO 11843 (17) (hvor den betegnes som kritisk vardi af
nettotilstandsvariablen). 1 sd fald skal der anvendes blindmateriale, der tilsattes analysand til omkring det
tilladte niveau i lige store spring. Proverne analyseres. Efter identifikation plottes signalet mod den tilsatte
koncentration. Beslutningsgreensen (a =5 %) er lig med den modsvarende koncentration ved det tilladte
niveau plus 1,64 gange den interne reproducerbarheds standardafvigelse

— eller ved analyse af mindst 20 blindmaterialer pr. matrix tilsat analysanden/analysanderne pa det tilladte
niveau. Beslutningsgraensen (a = 5 %) er lig med koncentrationen ved det tilladte niveau plus 1,64 gange den
modsvarende standardafvigelse.

Jf. ogsd artikel 5 og punkt 3.2.

3.1.2.6. Detektionsevne (CCf)

Detektionsevnen ber fastlegges i overensstemmelse med kravene til screening, til identifikation eller til identifika-
tion plus kvantitativ bestemmelse, jf. del 2.

For stoffer, der ikke er fastsat et tilladt niveau for, kan CCR fastlegges

— ved kalibreringskurveproceduren ifelge ISO 11843 (17) (hvor den betegnes som mindste paviselige verdi af
nettotilstandsvariablen). [ sd fald skal der anvendes reprasentativt blindmateriale, der tilsattes analysand til og
under minimumsgransen for metodens ydeevne i lige store spring. Proverne analyseres. Efter identifikation
plottes signalet mod den tilsatte koncentration. Detektionsevnen (8 =5 %) er lig med den modsvarende
koncentration ved beslutningsgraensen plus 1,64 gange det gennemsnitlige malte indholds interne reprodu-
cerbarheds standardafvigelse

— ved analyse af mindst 20 blindmaterialer pr. matrix tilsat analysanden/analysanderne pé beslutningsgransen.
Proverne analyseres, og analysanderne identificeres. Detektionsevnen (=5 %) er lig med beslutningsgran-
sens verdi plus 1,64 gange det maélte indholds interne reproducerbarheds standardafvigelse.

— Hvis der ikke er kvantitative resultater til radighed, kan detektionsevnen bestemmes ved undersegelse af
blindmateriale med tilsaetning pé og over beslutningsgransen. I s fald er metodens detektionsevne lig med
koncentrationsniveauet, hvor der kun resterer < 5 % falsk overensstemmende resultater. Derfor skal der
gennemfores mindst 20 undersoagelser for mindst ét koncentrationsniveau for at sikre et pélideligt grundlag
for bestemmelsen.

For stoffer, der er fastsat et tilladt niveau for, kan CCR fastleegges

— enten ved kalibreringskurveproceduren ifelge 1ISO 11843 (17) (hvor den betegnes som mindste pdviselige
vardi af nettotilstandsvariablen). I sd fald skal der anvendes reprasentativt blindmateriale, der tilsattes
analysand til omkring det tilladte niveau i lige store spring. Preverne analyseres, og analysanden/analysan-
derne identificeres. Der foretages en beregning af det gennemsnitlige malte indholds standardafvigelse ved
beslutningsgransen. Detektionsevnen (8 =5 %) er lig med den modsvarende koncentration ved beslutnings-
greensens vaerdi plus 1,64 gange den interne reproducerbarheds standardafvigelse

— eller ved analyse af mindst 20 blindmaterialer pr. matrix tilsat analysanden/analysanderne pa beslutnings-
graensen. Detektionsevnen (8 = 5 %) er lig med beslutningsgraensens vardi plus 1,64 gange den modsvarende
standardafvigelse.

Jf. ogsd punkt 3.2.
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3.1.2.7. Robusthed (storre cendringer)

Analysemetoden ber afpreves under forskellige forsegsbetingelser, f.eks. med forskellige specier, forskellige
matrixer eller forskellige preveudtagningsforhold. Det ber vere sterre andringer, der indferes. Betydningen af
andringerne kan vurderes, f.eks. ved hjelp af Youden-proceduren (15) (16). Alle karakteristika for metodens
ydeevne ber bestemmes for alle storre andringer, for hvilke det er godtgjort, at de har betydelig virkning pa

assayets resultater.

3.1.3. Validering ifolge alternative modeller

Hvis der anvendes alternative valideringsprocedurer, skal den tilgrundliggende model og fremgangsméde samt de
respektive forudsatninger, antagelser og formler beskrives i valideringsprotokollen, eller der skal i det mindste
opgives referencer vedrerende deres tilgangelighed. 1 det folgende gives der et eksempel pd en alternativ
procedure. Hvis man f.eks. anvender modellen med validering pa ét laboratorium, bestemmes karakteristika for
metodens ydeevne pd en mdde, der gor det muligt at validere under hensyntagen til sterre @ndringer inden for

samme valideringsprocedure. Der skal derfor udarbejdes en forsegsplan for valideringen.

3.1.3.1. Forsogsplan

Der skal udarbejdes en forsegsplan under hensyntagen til, hvor mange forskellige specier og faktorer underse-
gelsen omfatter. Forste trin i den samlede valideringsprocedure skal derfor vere, at man betragter de prevepopu-
lationer, der fremover vil blive analyseret i laboratoriet, med henblik pa at udvelge de vigtigste specier og de
faktorer, der evt. kan pavirke méleresultaterne. Dernzst skal koncentrationsintervallet vaelges under hensyntagen
til formalet afhaengigt af det relevante niveau.

Eksempel

— Flere analysander kan undersoges pd én gang med den analysemetode, der valideres.

— Der er blevet identificeret to varianter (A og B) af hovedfaktoren. Hovedfaktorer danner det grundlag, som
faktorniveauerne kombineres ud fra. Hovedfaktorerne kan omfatte faktorer som specie og matrix. I dette
eksempel var hovedfaktoren varieret pa to niveauer, dvs. to forskellige specier (specie A og B) blev undersogt.
Generelt er det muligt at variere hovedfaktorerne pd mere end to niveauer, hvilket blot eger antallet af
analyser, der skal gennemfores.

— De udvalgte faktorer skal varieres pd to niveauer (angivet som enten + eller -).

Tabel 13

Eksempler pa faktorer, der anses for vigtige for en valideringsprocedure

Dyrets kon

Race

Transportforhold

Opbevaringsforhold

Provens friskhed

Opfedningsvilkar

Forskellige personer med forskelligt erfaringsniveau

faktor 1
faktor 2
faktor 3

faktor 5
faktor 6
faktor 7

( )
( )
( )
(faktor 4)
( )
( )
( )

Tabel 14

Mulig forsegsplan for ovenstiende eksempel

Specie Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6 Faktor 7 nirrﬁ:;;r
A + + + + - + - 1
A + + - - + - - 2
A + - + - - - + 3
A + - - + + + + 4
A - + + - + + + 5
A - + - + - - + 6
A - - + + + - - 7
A - - - - - + - 8



L 221/30

De Europwiske Fellesskabers Tidende

17.8.2002

Specie Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6 Faktor 7 nz‘;i:;;r
B + + + + + - + 9
B + ¥ _ - - + + 10
B + - + - + + - 11
B + - - + - - - 12
B - + + - - - - 13
B - + - + + + = 14
B - - + + - + + 15
B - - - - + - + 16

Da hver prove (hver kombination af faktorniveau) skal tilsettes fire forskellige koncentrationer omkring det
relevante niveau, og da der skal analyseres én blindpreve for hvert niveau, skal der gennemfores 5 x 16 = 80
analyser i hele valideringsforsoget.

Af disse 80 malinger kan man beregne folgende (13) (14):

Genfindelse

— repeterbarhed pr. koncentrationsniveau (s,)

— intern reproducerbarhed pr. koncentrationsniveau (s;)
— beslutningsgranse (CCa)

— detektionsevne (CCR)

— effektkurve (B-fejl-ratio versus koncentration, jf. punkt 3.1.3.2)

— robusthed ved sterre @ndringer; robusthed ved mindre andringer kan bestemmes ifelge punkt 3.1.1.3

— 16 proverelaterede kalibreringskurver
— en generel kalibreringskurve
— den generelle kalibreringskurves forventningsinterval

— afvigelser, der kan tilskrives matrix (s
— afvigelser, der kan tilskrives kersler (s

ma[)

mn)

— de enkelte faktorers betydning for maéleresultaterne.

Med disse karakteristika kan niveauet for metodens ydeevne vurderes under ét, da ikke blot de enkelte faktorers
pavirkning, men ogsd de relevante kombinationer af faktorerne undersoges. Ved hjelp af denne forsegsplan kan
man afgere, om en af de udvalgte faktorer skal udelukkes fra den generelle kalibreringskurve, fordi den afviger

betydeligt fra de andre faktorers standardafvigelser.

3.1.3.2. Effektkurve

Effektkurven giver oplysninger om metodens detektionsevne inden for det valgte koncentrationsinterval. Den
relaterer til risikoen for 8-fejl ved anvendelse af den metode, der undersoges. Med effektkurven kan man beregne
detektionsevnen for de respektive metodekategorier (screening, verifikation) eller -typer (kvalitative eller kvantita-
tive) for en given B-fejl (f.eks. 5 %).
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Figur 1
Effektkurve

Sandsynlighed
(Malevardi > CCa)

CcC

B =0,01

¥
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0,6 0,8 1,0

Koncentration

Figur 1 viser et eksempel pa grafisk fremstilling af en analysemetodes detektionsevne (CC). Ved den viste metode
resterer der en risiko pa 5% for at treeffe en falsk beslutning ved en koncentration pa 0,50 pglkg. Ved en
koncentration pd 0,55 pglkg falder risikoen for at treeffe en falsk negativ beslutning til 1 %.

3.1.3.3. Reproducerbarhed

Bestemmelse af en metodes reproducerbarhed ved enkeltlaboratorieundersegelser (validering pa ét laboratorium)
forudseetter gentagen deltagelse i en preestationsprevning i overensstemmelse med ISO-retningslinje 43-1 (3) og
43-2 (4). Laboratorierne kan selv valge metode, forudsat at metoden anvendes under rutinebetingelser. Laborato-
riets standardafvigelse kan anvendes til at bedemme metodens reproducerbarhed.
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Frekvens

3.2. GRAFISK FREMSTILLING AF DE FORSKELLIGE ANALYSEGR/ENSER

Figur 2
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Reaktion

blindprevens gennemsnitlige koncentration

den kontaminerede proves gennemsnitlige reaktionsverdi

blindprevens standardafvigelse (bestemt under interne reproducerbarhedsbetingelser)

den kontaminerede proves standardafvigelse (bestemt under interne reproducerbarhedsbetingelser)

andel af falsk ikke-overensstemmende resultater
andel af falsk overensstemmende resultater
reaktion ved en given o-fejl og 50 % f-fejl

reaktion ved en meget lille o-fejl og en given f-fejl.
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Figur 3

Stoffer, der er fastsat et tilladt niveau for
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Koncentration

Xp blindprevens gennemsnitlige koncentration
XpL den gennemsnitlige koncentration for prove, der indeholder analysanden pa det tilladte niveau
X den kontaminerede proves gennemsnitlige koncentration
Smprr standardafvigelse for prove, der indeholder analysanden pa det tilladte niveau (bestemt under interne
reproducerbarhedsbetingelser)
Sg den kontaminerede proves standardatvigelse (bestemt under interne reproducerbarhedsbetingelser)
a andel af falsk ikke-overensstemmende resultater
B andel af falsk overensstemmende resultater
CCa reaktion ved en given a-fejl og 50 % f-Lejl
CCp

reaktion ved en meget lille o-fejl og en given f-fejl.
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3.3. EKSEMPEL PA BEREGNING AF ROBUSTHED VED MINDRE A£NDRINGER IFLGE YOUDEN-PROCEDUREN (16)

Sammenligning af gennemsnit (A)

A, = Z(A)/4 Gennemsnittene af de store bogstaver (A, til A) sammenlignes med gennemsnittene af de tilsva-
A, = 3(B)/4 rende smd bogstaver (A, to A ). Hvis en faktor har en virkning, vil differensen blive betydeligt storre
Ao = Q)4 end de ovrige faktorers differenser.
A, = Z(D)/4 En robust metode ber ikke kunne pévirkes af forskelle, der nasten med sikkerhed forekommer
A, = ()4 mellem laboratorier.
A = I(F)4 Hvis der ikke er nogen markante differenser, fis den mest realistiske maling af tilfeeldigt forekom-
A, = Z(G)[4 mende fejl af de syv differenser.
A = Z(@)4
A, = X(b)/4
A = Z(c)/4
Ay = x(d)/4
A, = Xe)/4
A, = X(f)[4
A, = 3(g)4
Differenser (D) Kvadrater af differenserne (D)
D, = A—a=3(A)-2(@) D? = vardia
D, = B—b=X%B)-2(b) D2 = vardib
D, = C—c=ZX(C)-Z(c) D? = vardic
D, = D—d=3%(D)-X(d) D2 = veardid
D, = E—e=2XE)-X(e) D? = vardie
D, = F—f=3(F)-Z(f) D2 = verdif
D, = G—g=3(G)-X(g) D2 = vardig

)

Standardafgivelse for differenserne D (s,

s, =\2*3(D 2[7)

Hvis s, er betydeligt storre end standardafgivelsen for metoden udfert under interne reproducerbarhedsbetingelser, jf.
ovenfor, er det en pé forhind givet konklusion, at alle faktorer tilsammen pavirker resultatet, ogsd selv om faktorerne hvis
for sig udviser en betydelig pavirkning, og at metoden ikke er tilstreekkelig robust over for de pageldende @ndringer.

3.4. EKSEMPLER PA BEREGNING I FORBINDELSE MED PROCEDUREN MED VALIDERING PA ET LABORATORIUM

Eksempler og beregninger i forbindelse med protokollen for validering pé ét laboratorium som beskrevet under validering
efter alternative modeller (punkt 3.1.3) (13) (14).

3.5. EKSEMPLER I FORBINDELSE MED METODEN MED STANDARDADDITION

En klargjort prove med indholdet T af analysanden opdeles i analyseproverne 1 og 2 med en masse pa henholdsvis m, og
m,. Analyseprove 2 tilsettes mangden V, af en oplesning med analysandkoncentrationen p,. Der fas to ekstrakter af
analyseproverne med de respektive mangder V, og V, efter metodens ekstraktions- og purifikationstrin. Genfindelsen af
analysanden antages at veare rc. For begge ekstrakter gennemfores et assay med en mélemetode med folsomheden b, der
giver en analysereaktion pa henholdsvis x, og x,.

Hvis det antages, at rc og b er ens for analysanden i den naturlige prove og i proven med tilsetning, kan indholdet T
beregnes som:

T=x.V.p, V&, V,,m -x.V.m,)

Ved metoden kan genfindelsen rc bestemmes. Foruden navnte assay tilsattes en del af ekstraktet af analyseprove 1
(mzngde V) en kendt mangde p,., af analysanden, og der gennemferes et assay. Analysereaktionen er x,, og
genfindelsen er:

1c =X, V. V. p,. Vi [[x,. V. V,(T.m, + p,. V) - x, V,. T.m, (V, - V})]
Endvidere kan felsomheden b beregnes som:

b=x.V [rc. T.m,

Alle betingelser for anvendelse og nearmere detaljer er beskrevet (18).
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AAS
AES
AOAC-I

a
CRM
v
2D
DAD
DPASV
ECD

El

GC
HPLC
HPTLC
HRMS
ICP-AES
ICP-MS
IR

1SO

LC
LR(MS)
MRPL
MS

RF
RSDL
SIM
TLC
uv
VIS

(1) 1ISO 17025:1999 Generelle krav til prevnings- og kalibreringslaboratoriers kompetence
(2) ISO 3534-1:1993 Statistical Methods for quality control — Vol. 1: Vocabulary and symbols

(3)  ISO Guide 43-1:1997 Proficiency testing by interlaboratory comparisons — Part 1: Development and operation of

4. ANVENDTE FORKORTELSER
atomabsorptionsspektrometri
atomemissionsspektrometri
Association of Official Analytical Chemists International
bundet fraktion (immunoassays)
kemisk ionisering
certificeret referencemateriale
variationskoefficient
todimensional
diodearray-detektion
differentialpuls anodisk stripping-voltametri
elektroncapturedetektion
elektronimpaktionisering
gaschromatografi
high performance-veskechromatografi
high performance-tyndtlagschromatografi
hejtoplesende massespektrometri
induktivt koblet plasma-atomemissionsspektrometri
induktivt koblet plasma-massespektrometri
infrared
Den Internationale Standardiseringsorganisation
vaskechromatografi
lavtoplesende massespektrometri
minimumsgranse for metodens ydeevne
massespektrometri
masse(ladning-forhold
migration i forhold til oplesningsmiddelfronten (TLC)
laboratoriets relative standardafvigelse
méling af udvalgte ioner
tyndtlagschromatografi
ultraviolet lys

synligt lys.

5. HENVISNINGER

proficiency testing schemes

(4)  ISO Guide 43-2:1997 Proficiency testing by interlaboratory comparisons — Part 2: Selection and use of proficiency

testing schemes by laboratory accreditation bodies

(5) ISO 5725:1994 Nojagtighed (korrekthed og preecision) af mélemetoder og resultater — Del 1: Generelle principper
og definitioner; ISO 5725-2 — Del 2: Grundleeggende metode til bestemmelse af repeterbarhed og reproducer-
barhed for en standardiseret malemetode — Del 4: Grundlaggende metoder til bestemmelse af en standardiseret

malemetodes korrekthed
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